ANKEM Derg 2010;24(4):183-187

INVAZIF ASPERGILLOZ KUSKULU HASTALARDA GALAKTOMANNAN
ANTIJEN TESTI SONUCLARININ DEGERLENDIRILMESI

Sema KECELi OZCAN *, Birsen MUTLU **, Siileyman AKSOY *#,
Abdulllah HACIHANEFIOGLU ***

* Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, KOCAELI
** Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi, Infeksiyon Hastaliklar1 Anabilim Dali, KOCAELI
*** Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi, I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali, Hematoloji Bilim Dali, KOCAELI

OZET

Bu calismada, olast veya siipheli invazif aspergilloz (IA)'lu hastalarda galaktomannan (GM) antijen testinin hastane-
mizdeki sonuglarinin degerlendirilmesi amagclanmistir. Hastanemiz Hematoloji-Onkoloji kliniklerinde takip edilen nétropenik
atesli hastalarin serum drneginde GM antijeni ELISA yontemi ile incelenmis ve sonuclar retrospektif olarak degerlendirilmis-
tir. EORTC/MSG tanim kriterlerine gire hastalar; kanitlanmus, olast ve siipheli invazif fungal infeksiyonu (IFI) olanlar sek-
linde gruplandirilmistir.

Toplam 48 nitropenik atesli hastadan alinan 181 serum drnegindeki GM antijeni sonuglar: deSerlendirilmigtir. Ardigik
alinan 169 serum orneginin 31'inde (% 18.3) GM pozitif saptanmgtir. Tek serum ornegi ¢alisan 12 hastada ise GM negatif
bulunmustur. Olgular icerisinde kanitlanmus IFI olgusu saptanmanustir. Siipheli akciger lezyonu olan 12 hastanin 10'unda
ayni zamanda GM pozitifligi saptanmis ve olast IFI, diger iki hastada ise GM negatif saptanmus ve siipheli IFI olgusu olarak
kabul edilmigtir.

GM testi ile daha saglikls sonuclar elde edebilmek icin olgularm IA agisindan histopatolojik ve kiiltiir ile kanitlanmasi-
min saglanmast ve yalanci pozitifliklere neden olacak etkenlerin gozontinde tutulmas: gerektigi kanisina varilmstir.

Anahtar sézciikler: ELISA, febril nitropeni, invasif aspergilloz, galaktomannan testi
SUMMARY
Evaluation of the Results of Galactomannan Antigen Test of Invasive Aspergillosis Suspected Patients

In this study, the evaluation of galactomannan (GM) antigen test results of patients with probable or possible invasive asper-
gillosis (IA) in our hospital was aimed. GM antigen was determined by ELISA method in serum samples of febrile neutropenic
patients followed in Haemotology-Oncology Units of our hospital and the results were evaluated retrospectively. The patients were
grouped as proven, probable and possible invasive fungal infections (IFI) according to EORTC/MSG definition criteria.

The results of GM tests in 181 serum samples of totally 48 febrile neutropenic patients were analysed. GM antigen was
positive in 31 of 169 consecutive serum samples taken. GM antijen was found as negative in 12 patients whom serum samp-
les were taken once. Proven IFI case could not be determined among all cases. In ten of 12 patients with suspected lung lesions,
GM was also positive and these patients were considered as probable IFI, in other two patients GM was negative and these
were considered as possible IFI patients.

In order to get more accurate results with GM test, the diagnosis of IA should be confirmed by histopathologic and
microbiologic investigation and the factors causing false positivity of the test should also be considered.

Keywords: ELISA, febrile neutropenia, galactomannan test, invasive aspergillosis

GIRIS lojik maliniteli notropenik atesli hastalarda
oliimciil olabilmektedir. Bu hastalarda, IA’un
Invazif aspergilloz (IA), 6zellikle hemato- erken tanisi, yasam siirelerinin uzatilmasi agi-
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sindan 6nem kazanmaktadir. Bununla birlikte,
[A’a 6zgii klinik semptomlarin ve radyolojik
belirtilerin cogunlukla saptanamamasi nedeniy-
le erken klinik ve radyolojik tan1 yapilabilmesi
miimkiin olmamaktadir®”.

Son yillarda, TA erken serolojik tanisinda
en yararl testlerden biri olarak kabul edilen
galaktomannan enzim immunoassay (Platelia™
Aspergillus EIA, Biorad, France) ticari olarak
kullanima sunulmus, iilkemizde de smirh sayi-
daki merkezde rutin olarak ¢alisiimaya baslan-
mustir. Bu testin bildirilen duyarlilik ve 6zgtilliik
oranlar1 hasta poptilasyonu, tanida kullanilan
yontemler ve A tanimlamas igin kullarulan kri-
terlere gore % 30-100 oraninda degisebilmekte-
dir@1218 - Notropenik atesi olan ve akciger
tomografisinde stipheli infiltrat: bulunan hasta-
larda, bu duruma neden olabilecek Aspergillus
infeksiyonu veya diger patojenlerin ayiriminda
galaktomannan (GM) testinin nasil bir yarar
sagladigini degerlendiren bircok ¢alisma
bulunmaktadir®#1%). Bu c¢alismada, hastane-
mizde takip edilen nétropenik ates gelisen ve IA
stiphesi olan hastalarda GM antijen test sonugla-
rinin degerlendirilmesi amaglanmustir.

GEREC ve YONTEM

Hasta grubu

Calismaya Hematoloji-Onkoloji Klinigi'nde
notropenik ates tanisi ile Ocak-Aralik 2008 tarih-
leri arasinda takip edilen hastalar alinmigtir.
Hastalar en az ii¢ giin antibiyotik tedavisine
yanit vermemis ve invazif fungal infeksiyon
(IFI) stiphesi olan hastalardir. Bu hastalarin
galaktomannan test sonuglari ve diger klinik
veriler retrospektif olarak degerlendirilmistir.
Hastanemizde Amerika Infeksiyon Hastaliklari
Dernegi'nin® ve febril nétropeni derneginin
hazirlamis oldugu rehberlere gore hastalarimi-
zin tlimiinde piperasillin/tazobaktam kullanimi
bulunmakta idi.

Hastalar Avrupa Kanser Arastirma ve
Tedavi Organizasyonu-Mikoz calisma Grubu
(EORTC-MSG) tarafindan olusturulan konsen-
susa gore gruplandirilmislardir®. Bu konsensu-
sa gore, host (konak) faktorleri arasinda kok
hticre alicilari, on giin ya da daha uzun siire
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notropeni <500/ mm?, ti¢ haftadan fazla 0.3 mg/kg
iistii prednizon kullanimi, son 90 giinde T hiicre
baskilayicilarinin - kullanimi yer almaktadir.
Hastalarimizin tiimii nétropenik atesli hastalar
oldugundan konak faktoriinti icerdigi kabul
edilmistir. Klinik faktorler arasinda ise akciger
fungal hastaligin tomografideki ti¢ gostergesin-
den (halo belirtisi olsun veya olmasin yogun,
smurlar belirgin lezyon(lar), hava-hilal belirtisi,
kavitasyon) birinin varlig1; trakeobronsit, sino-
nazal infeksiyon, santral sinir sistemi infeksiyo-
nu, yaygin kandidiyaz yer almaktadir. Buna
gore slipheli akciger lezyonu olan hastalarin
Klinik faktorii igerdigi kabul edilmistir.

Mikolojik kriterin varhigini kanitlayan test-
ler direkt testler ve indirekt testler olarak ikiye
ayrilmaktadir. Direkt testler sitoloji, direkt mik-
roskopi ve kiiltiirti kapsar. Balgamda, bronkoal-
veolar lavaj sivisinda, brons fircalama 6rneginde
veya siniis aspiratinda septali hiflerin gosteril-
mesi ve kiiltiirde Aspergillus tiretilmesi gerekli-
dir. Indirekt testlerde ise galaktomannan veya
beta-D-glukan testinin pozitifligi kriter olarak
kabul edilmektedir®. Bu nedenle, kiiltiirde tire-
mesi olmayan veya direkt mikroskobi ile kiif
mantar1 varhigr kanitlanamayan hastalarin, GM
antijeni pozitif olmalar1 halinde mikolojik krite-
re sahip olduklar varsayilmustir.

Dokuda histopatolojik, sitopatolojik veya
direkt mikroskobik inceleme ile igne aspirasyo-
nunda veya biyopsi 6rneginde hif olusumuna
eslik eden doku hasarmin bulunmasi veya nor-
malde steril olan, ancak klinik veya radyolojik
olarak infeksiyon ile uyumlu anormal bir bolge-
den alinan kiiltiirden kiif tiretilmesi kanitlanmis
IFi olarak kabul edilmektedir. Konak faktorii,
klinik faktor ve ayrica doku faktorii icermeyen
mikolojik faktor olasi IFI tamimlamasinda yer
almaktadir®. Buna gore siipheli akciger lezyonu
olup GM pozitif olan hastalar olasi A kabul
edilmislerdir. Siipheli IA taniminda ise konak
faktoriine eslik eden ya klinik faktor ya da miko-
lojik faktor vardir. Buna gore akciger lezyonu
olmayip ve sadece GM pozitifligi saptanan has-
talar siipheli TFI (grup 1) ve akciger lezyonu
olup GM antijeni negatif hastalar siipheli 1A
(grup 2) olarak kabul edilmistir.
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Galaktomannan antijeni saptama

Hastalardan {i¢ giin ara ile alinan 169 ardi-
sik (en az haftada iki kez) ve 12 tek serum Orne-
ginde Sandwich-ELISA yoéntemi ile (Platelia™
Aspergillus, Bio-Rad, France) calisilmistir.
Ardisik 6rneklerde indeks degeri 0.5'in tizerin-
de, tek serum Orneginde ise 0.7'nin {izeri oldu-
gunda GM pozitif olarak kabul edilmistir®.
Test haftada bir kez calisilmistir.

Mikolojik inceleme

IFI etkeninin arastirilmasi amaci ile bazi
hastalardan alinan igne aspirasyon veya doku
Ornekleri patolojik inceleme icin gdnderilerek
hif olusumu arastirilmistir. Hastalarin balgam
veya bronkoalveolar lavaj 6rneklerinde hif yapi-
larmin incelenmesi amaci ile % 15lik KOH
soliisyonu ile direkt mikroskobik inceleme yapil-
mustir. Ayrica, bu klinik 6rnekler konvansiyonel
yontemlerle mantar kiiltiirii i¢in Sabouraud
dekstroz agara ekilmigtir. Agar plaklar 26°C ve
37°C’de inkiibe edilerek ti¢-dort hafta stire ile
kiiltiirde tireme gbzlenmistir.

Goriintiileme

Tiim hastalarin akcigerleri yiiksek rezoliis-
yonlu akciger tomografisi (YRAT), karin bolge-
leri ultrasonografi veya bilgisayarli tomografi
ile goriintiilenmistir. Gortintiilemede, Mycobac-
terium, Legionella ve Nocardia infeksiyonlarmin
olmadig1 durumlarda akcigerde simirlari belir-
gin lezyonlar, halo belirtisi, hava-hilal (air-
crescent) goriintiisii, kavitasyon gibi bulgular IA
acisindan siipheli kabul edilmistir®”. Yaygin
kandidiyaz tanisini ekarte edebilmek i¢in hasta-
larin karin bolgeleri muhtemel dalak veya kara-
ciger lezyonlar: agisindan ultrasonografi veya
bilgisayarli tomografi ile gériintiilenmigtir®.

BULGULAR

Bu calismamizda toplam 48 hastaya ait
169 ardisik ve 12 tek serum 6rneginde GM testi
sonuglar1 retrospektif olarak taranmistir.
Hastalara ait demografik veriler Tablo 1’de gos-
terilmistir.

Toplam 22 (% 46) hastada GM antijen
pozitifligi, 26 hastada ise (% 54) GM negatifligi

185

Tablo 1. Hastalara ait demografik ozellikler (n).

Hasta sayis1 48
Yas (ort.) 45 (29-75)
Cins (K/E) 27/21

Altta yatan hastaliklar
Akut myeloblastik 16semi
Akut lenfositik 16semi
NonHodgkin lenfoma ve Hodgkin lenfoma
Kronik lenfositik 16semi ve kronik
myeloblastik 16semi
Pansitopeni ve aplastik anemi
Solid organ karsinomu

N o S

—_ W

saptanmustir. Ardisik alinan 169 serum Ornegi-
nin 31'inde (% 18) ve ardisik serum Ornekleri
alinan 36 hastanin 22’sinde (% 61) GM antijeni
pozitif saptanmustir. Oniki hastada ise tek serum
ornegi calisilmis ve tamaminda GM negatif sap-
tanmistir. GM antijeni pozitif 22 hastanin yedi-
sinde (% 32) en az iki ardisik serum Orneginde
yiikselen GM antijen titreleri belirlenmistir.

Toplam 29 hastaya nétropenik ates atakla-
riin 5.-14. giinleri arasinda degisen giinlerde
ampirik antifungal tedavi baslanmistir. GM
pozitif olan 15 hasta antifungal tedavi almistir;
bunlarin dokuzunda (% 60) tedaviye yanit alin-
mis ve GM titresinde diisme gozlenmis, altisin-
da ise tedaviye yanit alinamamustir. Total morta-
lite oran1 % 33; GM antijeni negatif ve pozitif
olanlarda sirasiyla % 31 ve % 36 olarak bulun-
mustur. Hastalarin prognoz, tedavi ve gorintii-
leme bulgularmin GM test sonuglari ile iliskisi
Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. IA kugkulu hastalarmm GM testinin sonuglarina gore
antifungal tedavi, prognoz ve goriinteleme bulgular:.

GM antijen (+) GM antijen (-)
n=22 n=26

Antifungal tedavi

var 15* 14

yok 7 12
Prognoz

eksitus 8 8

sag kalim 14 18
Gortuntiileme

(+)*** 10 2

=) 12 24

*: Dokuz hastada GM titresinde diigme

**: Yedi hastada GM tek titre

*%: YRAT incelemesinde fungal infeksiyonu siiphelendiren lez-
yonlar bulunmas.

Toplam 48 hasta icerisinde 10 hasta (% 21)
olas1 IA, 14 hasta ise siipheli IA (% 29) olarak
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saptanmustir. Siipheli IA (akciger lezyonu yok,
GM pozitif; grup 1)’de 12 hasta (% 25) ve yine
siipheli TA (akciger lezyonu var, GM negatif;
grup 2)’de 2 hasta (% 4) saptanmistir. Grup 1’de
3 ve grup 2'de 2 olmak {izere 14 siipheli IA has-
tada 5 (% 36) 6liim saptanmustir. Olas1 IA olgula-
rinin ise 51 kaybedilmistir.

TARTISMA

Bu ¢alismada, hastanemizde son bir yildir
calisilmaya baglanan GM testinin bir degerlen-
dirilmesi yapilmustir. Testin heniiz yeni rutin
uygulamaya girmesi nedeni ile klinik taniya
yardimciligini belirlemede ilk asamada zorluk-
lar yasanmustir. Bilindigi gibi, GM testinin hafta-
da iki kez calisilmasi 6nerilmektedir®”. Calisma-
mizda, bazi hastalarin ardisik alinan serum
orneklerinin bulunmasina ragmen, GM testi
haftada bir kez calisilabilmistir. Son yillarda,
GM testi konusunda deneyimler arttikca, 6zel-
likle notropenik atesli hasta grubunda, yiiksek
GM indeks degeri (indeks=1.5) yerine, diisiik
indeks degerinin (indeks=0.5) pozitif kabul edil-
mesi 6nerilmektedir®”. Bu nedenle, bu galigma-
da ardisik serum Orneklerinde diisiik indeks
degerine gore sonuclar degerlendirilmistir.
Indeks degerinin 0.5 alindig1 bir ¢alismada, not-
rofil degeri <100/mm? olan 11 hastada % 61 ve
notrofil degeri > 100/mm? olan 15 hastada ise
% 18.5 oraninda GM pozitifligi saptanmistir®.
Calismamizda, sonuglar1 degerlendirilen hasta-
larin uzun siire nétropenik <500/mm? olmalar1
GM degerlerinin yiiksek oranmi agiklamakta-
dir.

Uzun siireli nétropenide olan 70 1A’lu has-
talarda yapilan bir galismada, GM indeks deger-
lerinin yiiksekligi ile mortalite arasinda anlaml
bir iliski saptanmis ve GM indeks degerleri nor-
male donen hastalarin genel durumlarinda iyi-
lesme oldugu gosterilmistir®™. Bu sonuglara
benzer olarak, calismamizda, GM pozitif olan
hastalarda mortalite oran1 daha fazla bulunmus-
tur.

Test sonuglarinda yalanc pozitifliklere yol
acacak etkenler bilinmektedir®. Bu etkenlerden
biri de piperasilin/tazobaktam kullanimidir.
Hastalarimizin tamaminda, piperasilin/tazo-
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baktam kullaniminin olmas: ve indeks degerin
diisiik alinmasi, bu yiiksek yalanci pozitifligi
aciklamaktadir. Uzun nétropenisi olan veya
transplantasyon yapilmis hastalarda IA tanisi
i¢in GM testinin degerinin arastirildig: bir ¢alis-
mada da; duyarliik % 89.9, yalanca pozitiflik
orant ise % 14 bulunmus, Aspergillus dist man-
tarlarin da gz 6niinde bulundurulmas: gerekti-
gi vurgulanmistir®™. Yalanci negatif sonuglarin
hastaligr kanitlanmig olanlarin % 8-10"unda
goriildiigii ve bunun sebebinin bilinmedigi, baz1
Aspergillus tiirlerinde GM {iretim yeteneginin
farkli diizeyde olmasi ile ilgili olabilecegi ileri
stirtilmiistiir®. Ayrica antifungal tedaviye erken
baglamanin da yalanc negatiflige yol acgtig:
goriisii bulunmaktadir@.

Sonuclarimiz, olasi IA olarak kabul edilen
hastalarda GM pozitifliginin radyolojik olarak
stipheli lezyonlarla uyumlu oldugunu goster-
mistir (Tablo 2). Radyolojik bulgularin varhig ile
GM pozitifligini karsilastiran bir ¢alismada, GM
pozitifliginin radyolojik bulgularla oldukgca
uyumlu oldugu kanitlanmistir®. Bu nedenle,
radyolojik bulgulari belirmeden 6nceki pozitifli-
gin, IA tanisinda yardimei olabilecegi diisiiniile-
bilir.

Calisma grubumuzun nétropenik atesli
hastalar olmasi ve invazif yontemler sirasinda
muhtemel kanama riski bulunmasi nedeni ile bu
hastalardan bronkoalveolar lavaj ornekleri ve
biyopsi 6rneklerinin alimi kisith idi. Bu faktorler
nedeniyle, 2008’de yenilenen EORTC tanimla-
malarma gore kiiltiir veya histopatolojik incele-
me ile kanitlanmis 1A olgusu saptanamadi. GM
testi sonuglarinin daha saglikli degerlendirebil-
mesi igin, kanitlanmis olgu sayisinin arttirilmasi
gerektigi kanisina varilmigtir. Bununla birlikte,
1A oldugu kantlanmis olgularda, GM test sonug-
larinin negatif olabilecegi de akilda tutulmalidur.
Ayrica, EORTC tanimlamalar giinliik tip prati-
gine her zaman uygulanamayabilir. Ozellikle
notropenik olmayan hastalarda Aspergillus'un
farkli klinik tablolar1 olabilecegi unutulma-
malidir®.

Ardisik alinan serum Orneklerinde GM
diizeylerinin takibi antifungal tedavi izleminde
yararhdir. Test sonuglarinin laboratuvar ve kli-
nisyen isbirligi icinde degerlendirilmesi bu agi-
dan ¢ok Onemlidir. GM test sonuglar1 klinik
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verilerle uyumlu oldugunda, IA tanisinda
oldukca yardimcidir.
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